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RESUMEN
La energía de activación (Ea) puede proporcionar datos de interés
en estudios de caracterización de la heterogeneidad enzimática, tan-
to para sistemas enzimáticos presentando verdaderas isoenzimas
como formas moleculares de origen post-traduccional. En el presen-
te artículo se hace una revisión bibliográfica de los datos previamen-
te publicados para distintas enzimas de utilidad diagnóstica, como
creatina kinasa, α-amilasa, lactato deshidrogenasa, aspartato-amino-
transferasa, fosfatasa alcalina, γ-glutamiltransferasa, 5’-nucleotidasa,
alanino aminopeptidasa y β-N-acetilhexosaminidasa. Asimismo, se su-
gieren posibles líneas de investigación, en las que esta variable termo-
dinámica podría proporcionar datos interesantes para otras enzimas
con aplicación clínica.
Palabras clave: Energía de activación; heterogeneidad enzimáti-
ca; creatina kinasa; α-amilasa; lactato deshidrogenasa; aspartato ami-
notransferasa; fosfatasa alcalina; γ-glutamiltransferasa; 5´-nucleotida-
sa; alanino aminopeptidasa; β-N-acetilhexosaminidasa.
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REVISIÓN
ABSTRACT
The activation energy as a marker of enzyme heterogeneity: 
Usefulness in clinical biochemistry
The energy of activation (Ea) may provide interesting data in the stu-
dies of enzyme heterogeneity characterization, both for enzyme systems
having true isoenzymes or molecular forms with a post-transcriptional
source. In this article a bibliographical review is carried out on the pre-
viously published results for several enzymes with diagnostic usefulness,
as the creatine kinase, α-amylase, lactate dehydrogenase, aspartate ami-
notransferase, alkaline phosphatase, γ-glutamyltransferase, 5´-nucleoti-
dase, alanine aminopeptidase, and β-N-acetylhexosaminidase. Likewise,
possible investigation lines are suggested, in which this thermodynamic
variable would to give interesting data for other enzymes with clinical
usefulness.
Keywords: Activation energy; enzyme heterogeneity; creatine-ki-
nase; α-amylase; lactate-dehydrogenase; aspartate-aminotransferase;
alkaline phosphatase; γ-glutamyltransferase; 5´-nucleotidase; alanine-
aminopeptidase; β-N-acetylhexosaminidase.
1.  INTRODUCCIÓN
La magnitud termodinámica que determina si una reacción quí-
mica tiene lugar espontáneamente es el cambio de energía libre de
Gibbs (G), que expresa la capacidad del sistema para realizar traba-
jo. Para que pueda tener lugar de forma espontánea la transforma-
ción química de un substrato S en un producto P, el ΔG (GP-GS) ha
de ser negativo, es decir la energía libre asociada a P (GP) debe ser
menor que la asociada a S (GS), determinando su magnitud las con-
centraciones relativas de S y P en el estado de equilibrio.
Según la teoría del estado de transición, la transformación de S en
P tiene lugar a través de un estado intermedio de transición (S*), en
equilibrio con S y presentando una energía libre mayor. A la diferen-
cia entre la energía libre de S* y S, se denomina energía de activación
(Ea), y constituye una barrera energética para el transcurso de la re-
acción entre S y P. Solo las moléculas de S que posean un exceso de
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energía suficiente para salvar la barrera energética y llegar a S*, pue-
den transformarse en P. Evidentemente, la proporción de moléculas
de S capaces de cumplir este requerimiento es tanto mayor cuanto
menor sea la Ea de la reacción.
Como cualquier catalizador, las enzimas aceleran las reacciones
químicas disminuyendo la Ea asociada al estado de transición, lo que
conduce a la existencia de un mayor número de moléculas de S con
una energía suficiente para salvar la barrera energética de S*. La de-
terminación de la Ea aparente se basa en la dependencia de la activi-
dad enzimática con la temperatura de acuerdo con la ecuación de Ar-
rhenius (1):
ln (U/L) = -Ea/RT + ln A
siendo Ea la energía de activación aparente (kJ/mol), R la constan-
te universal de los gases (8,3143 x 10-3 kJ/mol x grado), T la tempera-
tura absoluta (ºK) y A el factor de colisión que se asume es constan-
te para el intervalo 293-313 ºK. En la parte lineal de la representación
de ln actividad (U/L) frente al inverso de la temperatura (1/T) puede
calcularse la Ea aparente a partir de la pendiente (b) de la ecuación
determinada por regresión lineal:
-Ea/RT = b/T; Ea= -8,3143 x 10-3 x b (kJ/mol)
La Ea es la barrera energética que debe ser superada para que la
reacción tenga lugar, y consecuentemente una elevada Ea equivale a
una baja actividad catalítica específica de la enzima (actividad por
unidad de masa de proteína enzimática) (2).
Hace algunos años se concedió gran interés al estudio de la Ea de
distintas reacciones enzimáticas con vistas a su posible relación con
la adaptación bioquímica de las especies a las condiciones de tempe-
ratura del medio. Las enzimas de los animales de sangre fría son más
eficientes para reducir la barrera energética (menor Ea), que los sis-
temas enzimáticos homólogos de aves y mamíferos (3). En este sen-
tido, para distintas especies de peces se ha descrito una correlación
positiva significativa de la Ea de una ATPasa miofribilar con la tem-
peratura del medio en que habitan (4).
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El estudio de la Ea ha proporcionado datos de interés, tanto des-
de un punto de vista académico como práctico, para distintas enzi-
mas de utilidad diagnóstica y ampliamente utilizadas en la práctica
clínica. A continuación se hace una revisión de los datos publicados
al respecto.
2.  CREATINA QUINASA (CK, EC 2.7.3.2)
La CK presenta localización mayoritariamente citosólica, con una
estructura dimérica compuesta por subunidades polipeptídicas B (ce-
rebro) y M (músculo). Se han caracterizado las tres isoenzimas posi-
bles: CKBB (predominante en cerebro), CKMB (predominante en
músculo cardiaco y esquelético) y CKMM (predominante en múscu-
lo esquelético). Modificaciones post-traduccionales conducen a una
mayor heterogeneidad enzimática, con tres isoformas de la CKMM y
dos de la CKMB. Las formas tisulares CKMM3 y CKMB2 son trans-
formadas después de su cesión al plasma por la N-carboxipeptidasa
circulante con formación de las isoformas CKMM2, CKMM1 y
CKMB1.
Los estudios de Hagelauer y cols. (2, 5) pusieron de manifiesto una
Ea creciente para las isoenzimas de la CK en orden CKMM (49
kJ/mol), CKMB (58 kJ/mol) y CKBB (62 kJ/mol), coincidente con su
termolabilidad (2). En mezclas de isoenzimas CKMM y CKBB se en-
contró una adecuada concordancia entre los valores experimentales y
los calculados para la Ea aparente (2), lo que permitiría estimar la
proporción relativa de ambas isoenzimas en función de la Ea; sin em-
bargo, el asunto se complica al considerar la posible presencia de la
isoenzima CKMB con Ea de valor intermedio.
El envejecimiento in vitro en condiciones fisiologicas de pH du-
rante 72 h a 37 ºC de las isoenzimas CKMM y CKMB, condujo a una
disminución de su actividad catalítica (inactivación) acompañada de
un aumento gradual de sus Ea, sin que se produjesen cambios signi-
ficativos para la concentración estimada de ambas isoenzimas (2).
Consecuentemente, esta inactivación podría deberse a una disminu-
ción de la actividad catalítica especifica resultado de la formación de
una mezcla de formas enzimáticas mas o menos inactivadas, y no de
acuerdo con un proceso de inactivación del todo o nada (2).
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En pacientes con infarto de miocardio la concentración estimada
de CK total aumentó inicialmente en paralelo con la actividad catalí-
tica, alcanzando el máximo aproximadamente 24 h más tarde, y dis-
minuyendo después más lentamente (5). Así mismo, se encontró un
aumento gradual de la Ea aparente desde un valor aproximado de 51
kJ/mol inmediatamente después del infarto hasta 68 kJ/mol tres días
más tarde (5, 6), con un perfil coincidente con el obtenido en el estu-
dio de inactivación por envejecimiento in vitro (5). El posible efecto de
distintas proporciones de isoenzima CKMB con respecto a la CK total
sobre la Ea aparente sería despreciable, debido a su pequeña actividad
catalítica en relación a la isoenzima CKMM, por lo que el aumento de
Ea se debería a modificaciones de la subunidad M (6). La CKMM ce-
dida al plasma sería la forma nativa CKMM3 (49,8 kJ/mol), con una
consiguiente transformación en CKMM2 (60.3 kJ/mol) y CKMM1 (67.5
kJ/mol) (6). La evolución de la actividad sérica de la CK en pacientes
con infarto miocárdico, es el resultado de dos procesos: escape de la
enzima al medio extracelular y su consiguiente inactivación, existien-
do una correlación entre la concentración enzimática y la actividad ca-
talítica únicamente en la fase inicial post-infarto (5).
Delanghe y cols. (7), encontraron que en las 4-72 h post-infarto,
la actividad específica de la isoenzima CKMB disminuía desde 0.88
U/μg hasta 0.71 U/μg, al tiempo que la Ea aumentaba desde 53,4
kJ/mol hasta 66,5 kJ/mol. Este incremento de la Ea es compatible
con la desnaturalización de esta isoenzima después de su cesión al
plasma; sin embargo, la disminución de la actividad específica es
menor que la esperable en función del aumento de Ea observado, y
posiblemente debido a cambios conformacionales en la molécula
CKMB (7).
La CK contiene restos de manosa, galactosa, N-acetil-glucosami-
na, y ácido siálico. Como demostraron Langlois y cols. (8), las for-
mas glucosiladas de la CK sérica presentan una Ea significativamen-
te mayor que las formas no glucosiladas (105.6 kJ/mol vs 58.1
kJ/mol). Asimismo, la glucosilación de la CK cardiaca y muscular se
asocia con un aumento de Ea, existiendo una correlación significa-
tiva de la unión relativa de la CK a las lectinas concanavalina A (r =
0.911) y Ricinus communis (r = 0.912) con la Ea (8). La presencia de
restos ácido siálico y sulfato contribuyen a la estabilidad de la mo-
lécula de CK, y el tratamiento de las muestras con neuraminidasa o
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sulfatasa conduce a una disminución de la actividad catalítica CK,
con aumento de la Ea y de la unión a la lectina Ricinus communis
(8). De acuerdo con Langlois y cols. (9), la Ea de la CK sérica pre-
sentaría una disminución transitoria en el curso de las primeras 12
horas post-infarto miocárdico o trauma muscular, debido a la pérdi-
da de la porción glucidica de las formas enzimáticas tisulares duran-
te su transporte a la circulación. A esta disminución inicial de la Ea,
seguiría un progresivo aumento de la Ea en función del envejecimien-
to de la enzima circulante, de acuerdo con el concepto general de
desnaturalización de enzimas tisulares después de su cesión al me-
dio extracelular (2, 5).
Con el término “macroenzimas” se denomina a formas enzimáti-
cas séricas presentando una masa molecular mucho mayor que la co-
rrespondiente enzima normalmente encontrada en condiciones fisio-
lógicas o fisiopatológicas (9, 10). Estas formas macromoleculares
pueden formarse por asociación de la enzima con inmunoglobulinas,
generalmente IgG o IgA y solo ocasionalmente IgM (macroenzímas
tipo 1), o por asociación con otros componentes séricos (lipoproteí-
nas, fragmentos membranas celulares…) o incluso polimerización de
la propia molécula enzimática (macroenzimas tipo 2). Como estas for-
mas macromoleculares son aclaradas mucho más lentamente que las
correspondientes enzimas, se acumulan en plasma y la aumentada ac-
tividad catalítica puede conducir a una interpretación diagnóstica
errónea. Este hecho concede gran interés a la detección y caracteri-
zación de macroenzimas en el laboratorio clínico.
Se ha descrito la posible formación de macroenzimas tanto de tipo
1 como de tipo 2 para la CK. La macro-CK tipo 1 es un complejo con
inmunoglobulinas, mientras que la más infrecuente macro-CK tipo 2
es probablemente la forma oligomérica de la enzima mitocondrial, de-
tectada en el suero de pacientes con intensa degradación tisular de
origen tumoral (11). La prevalencia de elevada actividad CK debida a
macro-CK tipo 1 es de aproximadamente el 2%, habiéndose recomen-
dado para su detección sistemática la precipitación con polietilén-gli-
col relativamente específica para complejos de enzimas con inmuno-
globulinas (11).
Ambos tipos de macro-CK pueden ser reconocidos en suero huma-
no mediante cromatografía de exclusión, pero no diferenciados entre
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sí. Stein y cols. describieron un procedimiento para diferenciar los ti-
pos de macro-CK basado en sus diferentes Ea (12). Para la macro-CK
tipo 1 (CKBB-IgG) encontraron una Ea = 53 kJ/mol, semejante a la
CKBB (Ea = 58 kJ/mol). Para la macro-CK tipo 2 encontraron una Ea
= 142 kJ/mol, semejante a los valores obtenidos para la CK mitocon-
drial de corazón (142 kJ/mol) y músculo esquelético (130 kJ/mol). Las
comparación de los resultados obtenidos en 22 sueros normales, 31
macro-CK tipo 1 y 25 macro-CK tipo 2, permitió a estos autores con-
cluir que, tras la obtención por inactivación térmica (20 min a 45 ºC)
de una actividad catalítica residual > 50%, una Ea < 75 kJ/mol indi-
caría una macro-CK tipo 1, mientras una Ea > 75 kJ/mol una macro-
CK tipo 2 (12).
3.  α-AMILASA (AMIL, EC 3.2.1.1)
La AMIL es una endoglicosidasa que forma parte de la secreción
exocrina del páncreas y las glándulas salivales. Presenta dos isoenzi-
mas, la pancreatrica (AMILP) y la salival (AMILS) codificadas por dos
genes distintos, si bien se pueden encontrar diferentes formas mole-
culares para cada una de las dos isoenzimas, como resultado de mo-
dificaciones post-traduccionales (desaminaciones, glicosilaciones o
deglicosilaciones).
Hafkenscheid y Hessels encontraron una considerable variación
para la Ea aparente de la AMIL sérica al utilizar distintos substratos,
y sugirieron que a esta variabilidad podría contribuir la distinta pro-
porción relativa de isoenzimas (13). En efecto, estos autores encon-
traron en 12 sueros unos valores medios para las Ea de la AMIL to-
tal de 40.7 kJ/mol, para la AMILP de 44.8 kJ/mol y para la AMILS de
38.1 kJ/mol (13). Las Ea obtenidas para las isoenzimas séricas son
análogas a las de las formas tisulares purificadas AMILP (45.0 kJ/mol)
y AMILS (40.1 kJ/mol) (14). El hecho de que no se encontrase una di-
ferencia significativa entre las Ea de las isoenzimas séricas y las for-
mas tisulares purificadas, demuestra la buena estabilidad de la AMIL
en el compartimento plasmático. Aunque la Ea de la AMILP es signi-
ficativamente mayor que la de AMILS, la magnitud de esta diferencia
no permitiría la evaluación termodinámica de la proporción relativa
de ambas isoenzimas en suero.
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4.  LACTATO DESHIDROGENASA (LDH, EC 1.1.1.27)
La LDH es una oxidorreductasa localizada en la fracción citosóli-
ca de prácticamente todos los tejidos del organismo. La molécula LDH
es un tetrámero de 4 cadenas polipeptídicas de tipo H (corazón) y M
(músculo), lo que conduce a la existencia de 5 isoenzimas LDH1
(HHHH), LDH2 (HHHM), LDH3 (HHMM), LDH4 (HMMM) y LDH5
(MMMM). La LDH1 y LDH2 son predominantes en músculo cardia-
co, riñón y eritrocitos y la LDH5 en hígado y músculo esquelético,
presentando otros órganos y tejidos distribuciones isoenzimáticas in-
termedias.
Los resultados de Buhl y cols. (15) evidencian una distinta Ea para
las isoenzimas LDH1 y LDH5, sin embargo, al menos en nuestro co-
nocimiento, este hecho no ha sido aún utilizado como marcador de
la heterogeneidad enzimática de la LDH sérica en condiciones clíni-
cas en que interese discriminar el predominio del homotetrámero
HHHH o del MMMM.
5.  ASPARTATO AMINOTRANSFERASA (AST, ED 2.6.1.1)
La AST es una enzima ampliamente distribuida en los distintos te-
jidos del organismo, siendo particularmente abundante en hígado,
músculo esquelético y corazón. Presenta dos isoenzimas, una de lo-
calización citosólica (ASTcit) que es mayoritaria en suero, y otra mi-
tocondrial (ASTmit), cuyo aumento en suero indica un daño paren-
quimatoso severo.
Rej y Vanderlinde (16) pusieron de manifiesto que las isoenzimas
tisulares humanas purificadas ASTcit y ASTmit presentan igual Ea
(52.3 kJ/mol), un valor análogo al de la AST sérica (50.6 kJ/mol), sin
que la adición de piridoxal fosfato al medio de reacción tenga efecto
sobre los diagramas de Arrhenius obtenidos para la AST total o sus
isoenzimas purificadas. Estos resultados imposibilitan la utilización
de la Ea para el estudio de la composición isoenzimática de la AST.
Se ha descrito la presencia en suero de complejos macromoleculares
de la AST con inmunoglobulinas; sin embargo, no parece probable
que la determinación de la Ea tenga un interés práctico para la de-
tección de macro-AST circulante.
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6.  FOSFATASA ALCALINA (FAL, EC 3.1.3.1)
La FAL, como la γ-glutamiltransferasa, 5’-nucleotidasa y alanino
aminopeptidasa (impropiamente denominadas de forma colectiva “en-
zimas de tracto biliar”), está ligada por anclajes hidrofóbicos a las
membranas plasmáticas celulares. La FAL constituye una familia de
numerosas formas enzimáticas, algunas de ellas verdaderas isoenzi-
mas codificadas por genes distintos, mientras otras son el resultado
de diferentes modificaciones post-traduccionales que conducen a una
gran variedad de isoformas. Las formas de origen intestinal y placen-
tario son verdaderas isoenzimas, mientras la FAL de origen hepático,
biliar, óseo y renal son isoformas derivadas de una sola isoenzima.
Copeland y cols. (17) encontraron unas diferencias muy discretas
entre las Ea de la FAL sérica de 29 pacientes y las isoenzimas purifi-
cadas de hígado, intestino y placenta. Por su parte, Langlois y cols.
(18), en un estudio sobre la heterogeneidad post-traduccional de la FAL
ósea en suero, encontraron una correlación significativa de la activi-
dad específica (U/μg proteína-enzimática) con la actividad sérica (U/L)
en grupos de controles (n = 14, r = 0.832), pacientes con osteoporosis
(n = 26, r = 0.761) y pacientes con hipertiroidismo (n = 78, r = 0.572),
lo que sugiere una dependencia de la actividad enzimática específica
con el grado del recambio metabólico óseo. Así mismo, la Ea en el gru-
po control (37,7 kJ/mol) fue significativamente menor que en los gru-
pos de pacientes con osteoporosis (63.3 kJ/mol) o con hipertiroidismo
(58.5 kJ/mol). En individuos clínicamente sanos, la eliminación de los
residuos de ácido siálico de la molécula enzimática mediante incuba-
ción con neuraminidasa, condujo a un aumento gradual de la Ea des-
de 38,0 kJ/mol a valores de 57.0 kJ/mol, 66.1 kJ/mol y 75.3 kJ/mol des-
pués de 1 h, 2 h y 3 h de incubación respectivamente (18). Estos
resultados sugieren la existencia de una heterogeneidad de la forma
ósea de la FAL (¿distinto grado sialilación?) en enfermedades del me-
tabolismo óseo, que se traduce en una menor calidad catalítica de la
enzima, con menor actividad enzimática específica y mayor Ea.
7.  γ-GLUTARILTRANSFERASA (GGT, EC 2.3.2.2)
La GGT es una enzima ligada a membranas y presente en muchos
órganos, sin embargo, se considera que su actividad sérica es mayo-
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ritariamente de origen hepático. Aunque no se han caracterizado ver-
daderas isoenzimas genéticamente determinadas, esta enzima presen-
ta una gran heterogeneidad con numerosas isoformas resultado de va-
riaciones en la porción glucídica de la molécula, o la formación de
formas macromoleculares por unión a lipoproteínas, e incluso a frag-
mentos de membranas celulares.
Aunque se han descrito aumentadas concentraciones séricas de
asialoglicoproteínas en pacientes con enfermedad hepática, los cam-
bios de la unión de la GGT a distintas lectinas sugieren una activa hi-
perglicosilación de la molécula enzimática (19, 20). Delanghe y cols.
(19, 20) encontraron un aumento significativo de la Ea de la GGT sé-
rica en distintas enfermedades hepáticas (exceptuando obstrucción
extra-hepática) en relación a un grupo clínicamente sano, sin que exis-
tiese una correlación significativa de la Ea con la actividad enzimáti-
ca. Sin embargo, el solapamiento de la Ea entre los distintos grupos
de pacientes no permite su utilización en el diagnóstico diferencial.
El tratamiento de muestras patológicas con neuraminidasa para eli-
minar los restos terminales de ácido siálico de la molécula GGT, con-
dujo a una disminución significativa de la Ea. Así mismo, las formas
enzimáticas ricas en ácido siálico, separadas por cromatografía de afi-
nidad, presentaron una Ea significativamente mayor que las formas
pobres en ácido siálico (19).
8.  5´-NUCLEOTIDASA (5´NU, EC 3.1.3.5)
La 5’NU es también una enzima localizada en las membranas ci-
toplásmicas celulares y ampliamente distribuida en el organismo, aun-
que su actividad sérica se considera mayoritariamente de origen he-
pático. La heterogeneidad de la 5´NU sérica resulta de la unión de la
enzima a lipoproteínas y a fragmentos de membranas plasmáticas, y
a la variabilidad de su porción glucidica, pero no presenta verdade-
ras isoenzimas.
Utilizando distintos substratos se obtuvieron diferentes valores
para la Ea de la 5´NU (21), de modo análogo a lo señalado para otras
enzimas (13, 17). En enfermedades hepatobiliares se ha descrito un
aumento de la sialilación de la 5´NU sérica, que tendría como resul-
tado un menor aclaramiento de la enzima por los receptores hepato-
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citarios (21). En un grupo de pacientes con enfermedad hepática los
valores obtenidos para la Ea de la 5´NU sérica utilizando inosina-5´-
monofosfato como substrato, son significativamente mayores que en
individuos sanos (67.8 kJ/mol vs 59.2 kJ/mol), y el tratamiento con
neuraminidasa de las muestras produjo una disminución significati-
va de la Ea de la 5´-NU en el grupo de pacientes hasta 63.6 kJ/mol (p
< 0.001), pero no en los controles sanos (56.7 kJ/mol) (21). Estos re-
sultados confirman un aumento del grado de sialilación de la molé-
cula de 5´NU en pacientes con enfermedad hepática.
9.  ALANINO AMINOPEPTIDASA (AAP, EC 3.4.11.2)
La AAP es una enzima ligada a membranas con una amplia espe-
cificidad de substrato, y frecuentemente denominada leucina amino
peptidasa que es realmente otra aminopeptidasa de localización cito-
sólica (LAP, 3.4.11.1). Como se indicó anteriormente, FAL, GGT, 5´NU
y AAP, constituyen un grupo de enzimas membranarias (impropia-
mente denominadas “enzimas de tracto biliar”), que presentan un
comportamiento similar en el curso de la enfermedad hepática y al-
canzan sus mayores actividades séricas en casos de colestasis intra-y
extra-hepática.
La heterogeneidad enzimática de la AAP es debida a distintas mo-
dificaciones post-traducccionales de su molécula. La forma nativa an-
fifílica de la AAP puede pasar al plasma, especialmente en condicio-
nes de colestasis, formando complejos de alta masa molecular con
lipoproteínas o con fragmentos de membranas celulares.
En un grupo de pacientes con enfermedad hepatobiliar la Ea de la
AAP sérica fue significativamente mayor que en el grupo control (62.1
kJ/mol vs 55.7 kJ/mol) (22). El tratamiento de las muestras con neura-
minidasa o triton X-100 no produjo una variación significativa de la Ea,
lo que indica que el grado de sialilación, o la formación de agregados
de alta masa molecular (que serían disociados por el detergente) no
afecta a la Ea de la AAP (22). Así mismo, la incubación durante 9 días
en condiciones fisiológicas de pH y temperatura de un pool de sueros
de pacientes con distintas enfermedades hepatobiliares, no produjo una
variación significativa de la actividad enzimática o la Ea de la AAP (22).
Estos resultados demuestran la buena estabilidad de esta enzima en el
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medio extracelular, y descartan que el aumento de Ea en la enferme-
dad hepatobiliar sea debido a que un aclaramiento disminuido conduz-
ca al envejecimiento de las isoformas circulantes AAP.
La eliminación con papaína de la parte hidrofóbica de la molécu-
la anfifílica nativa de la AAP, conduce a una forma enzimática solu-
bilizada de carácter hidrofílico, igual que la isoforma “normal” séri-
ca presente en individuos sanos. En pacientes con enfermedad
hepatobiliar, isoformas hidrofílicas más o menos proteolizadas pue-
den coexistir con los agregados de alta masa molecular de la forma
anfifílica. El tratamiento con papaína de muestras de estos pacientes
condujo a una progresiva disminución de la Ea de AAP, alcanzando
al cabo de 8 horas de incubación valores análogos a los encontrados
en individuos sanos (22). Estos resultados sugieren que la mayor Ea
de la AAP sérica en pacientes con enfermedad hepatobiliar, se debe-
ría a la presencia de la forma nativa anfifílica, mientras en individuos
sanos la forma enzimática circulante sería la hidrofílica.
En un grupo los pacientes con enfermedad hepática (n = 30) se
obtuvieron elevados coeficientes de correlación entre las actividades
séricas de FAL (previa exclusión de la isoforma ósea), GGT, 5’NU y
AAP (p < 0.001). Así mismo, se encontraron correlaciones significati-
vas entre las Ea de FAL y GGT (r = 0.472, p < 0.005), y de GGT y 5´NU
(r = 0.613, p < 0.001) (22). La elevada significación de la correlación
entre las Ea de GGT y 5’NU es esperable, teniendo en cuenta el aná-
logo efecto del grado de sialilación de la molécula sobre la Ea de am-
bas enzimas. En el caso de la FAL, en nuestro conocimiento, no se ha
estudiado aún el posible efecto de la sialilación sobre la Ea de la for-
ma hepática, pero su correlación con la de GGT fue asímismo signi-
ficativa, lo que permite suponer que podría tenerlo. Con respecto a la
AAP, el factor determinante de su Ea parece ser la proteolisis parcial
de la molécula, lo que justifica su falta de correlación significativa con
las Ea de GGT y 5´NU, a pesar de sus semejanzas bioquímico-estruc-
turales y de localización subcelular.
10.  β-N-ACETIL-HEXOSAMINIDASA (HEX, EC 3.2.1.52)
La Hex es una enzima lisosómica compuesta de dos tipos de cade-
nas polipeptídicas, denominadas subunidades α y β, y codificadas por
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dos genes diferentes. Las dos isoenzimas principales son el heterodí-
mero αβ (isoenzima Hex A) y el homodímero ββ (isoenzima Hex B),
mientras el homodímero αα (isoenzima Hex S) es inestable y general-
mente presenta muy limitada actividad catalítica. Otras formas enzi-
máticas puestas de manifiesto cromatográficamente, como la Hex P,
cuya actividad sérica aumenta en el embarazo y en la enfermedad he-
pática, así como las denominadas formas intermedias (Hex I), deriva-
rían de la isoenzima Hex B por modificaciones post-traduccionales.
En la Figura 1 se indican los resultados obtenidos en el fracciona-
miento cromatográfico en DEAE-celulosa de las isoformas de la Hex
en un lisado de fibroblastos, utilizando el derivado neutro de la me-
til-umbeliferona que es hidrolizado por las isoenzimas Hex A y Hex
B, y el derivado sulfatado (negativo), específico de la subunidad α y
por tanto hidrolizado únicamente por Hex A. La termolabilidad de la
isoenzima Hex A es significativamente mayor que la de Hex B, hecho
ampliamente utilizado en la evaluación no separativa de la composi-
ción isoenzimática de la Hex.
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Figura 1. Fraccionamiento cromatográfico en DEAE-celulosa de las isoformas
de la β-N-acetilhexosaminidasa (Hex) en un lisado de fibroblastos utilizando los
substratos 4-metilumbeliferil-2-acetamido-2-deoxi-β-D-glucopiranósido (●) y 4-meti-
lumbeliferil-2-acetamido-2-deoxi-β-D-glucopiranósido-6-sulfato (●).
El estudio de la Ea aparente de la Hex sérica utilizando el subs-
trato cromogénico 3,3´-diclorofenolsulfoftaleinil-N-acetil-β-D-glucosa-
mínido, puso en evidencia una correlación altamente significativa de
esta variable termodinámica con la proporción relativa de isoenzima
Hex B (r = 0.957, p < 0.001), con una ecuación de regresión Hex B
(%) = 3.0 Ea-125.3. Asignando al porcentaje de Hex B los valores ex-
tremos 0 y 100 se obtuvo un valor estimado para la Ea de Hex A de
41.8 kJ/mol y de Hex B de 75.1 kJ/mol, con una diferencia altamente
significativa (p < 0.001) entre ambos valores (23). Esta Ea estimada
para la isoenzima Hex B es análoga a la obtenida para la forma Hex
P purificada de placenta humana, cuya desialilación con neuramini-
dasa no produjo un cambio significativo de Ea o actividad catalítica.
Así mismo, en distintos sueros de pacientes en que se había inactiva-
do térmicamente la isoenzima Hex A, se obtuvo un valor medio para
la Ea aparente de 75.2 kJ/mol (análoga a la de isoenzima Hex B), sin
que el tratamiento con neuraminidasa produjese un cambio significa-
tivo de esta variable. Sin embargo, para la isoenzima Hex A purifica-
da de placenta humana se obtuvo una Ea de 54.4 kJ/mol, significati-
vamente mayor que el valor previamente estimado para esta
isoenzima (41.8 kJ/mol). Este hecho podría explicarse teniendo en
cuenta la conversión parcial de la Hex A tisular purificada en Hex B
por reordenamiento de las subunidades α y β, un hecho bien docu-
mentado en la bibliografía, y que en este caso fue confirmado elec-
troforéticamente (23).
El hecho de que la Ea de Hex B sea mucho mayor que la de Hex
A, debido a la presencia en esta isoenzima de la subunidad α, posibi-
lita la determinación termodinámica de la composición isoenzimáti-
ca de la Hex en distintos medios biológicos, tales como suero/plasma,
orina, y lisados celulares. La única diferencia entre la isoenzima Hex
B y la forma Hex P es que esta tiene un mayor contenido de restos
de ácido siálico en su molécula, presentando ambas formas igual Ea.
Las denominadas formas intermedias (Hex I), presentando distintos
grados de sialilación, tendrían Ea análogas a la isoenzima de que
 deriven (mayoritariamente Hex B). El cálculo de la Ea de la Hex per-
mite la determinación simple y precisa de su composición isoenzimá-
tica en muestras de suero/plasma, siendo los resultados muy concor-
dantes con los obtenidos por inactivación térmica de la Hex A, o
utilizando los substratos fluorogénicos derivados de la 4-metil-umbe-
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liferona neutro (actividad enzimática total) y sulfatado (actividad iso-
enzima Hex A) (23).
Algunos metabolitos urinarios de baja masa molecular producen
una interferencia positiva en la determinación de la Ea de la Hex, y
consecuentemente en la proporción de isoenzima Hex B, lo que obli-
ga a una eliminación previa de estos metabolitos utilizando membra-
nas de permeabilidad selectiva para la aplicación del método termo-
dinámico a la determinación de las isoenzimas de la Hex en muestras
de orina (23). En un estudio posterior se caracterizó a la urea como
el metabolito urinario capaz de interferir en la determinación de la
Ea de la Hex (24).
La adición de urea a distintas muestras de orina, en las que pre-
viamente se habían eliminado los componentes de baja masa mole-
cular (< 7.5 kDa), puso de manifiesto un incremento lineal en parale-
lo de la Ea aparente de la Hex y la concentración de urea adicionada
de acuerdo con ecuaciones de regresión de tipo: Ea = bU + Eao, en
donde U es la concentración de urea y Eao corresponde a la Ea apa-
rente en ausencia de urea. A medida que Eao (y por tanto la propor-
ción relativa de Hex B) aumenta, las pendientes (b) de las ecuaciones
de regresión disminuyen gradualmente (24), existiendo una correla-
ción negativa altamente significativa entre ambas variables (r = -0.960,
p < 0.001). A partir de estos resultados, fue posible deducir una ex-
presión matemática que permite el cálculo de la Ea en ausencia de
urea (Eao) en función de la Ea aparente obtenida para una muestra
particular de orina presentando una concentración U de urea: Eao =
Ea-(78.0-Ea/100.0-U)U. Este valor estimado de Eao puede ser utiliza-
do para la determinación de la proporción relativa de isoenzima Hex
B sin necesidad de la eliminación previa de urea en las muestras de
orina (24).
Las gangliosidosis GM2 son enfermedades neurodegenerativas de
carácter autosómico recesivo, caracterizadas por una incapacidad
para metabolizar el gangliósido GM2, que en condiciones fisiológicas
normales es hidrolizado por la isoenzima Hex A. Se pueden diferen-
ciar tres tipos de gangliosidosis GM2 en las que están implicadas dis-
tintas mutaciones del gen que codifica la subunidad α y asociadas a
una deficiencia de isoenzima Hex A (variante B) conocida como en-
fermedad de Tay-Sachs, o mutaciones del gen que codifica la subuni-
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dad β asociadas a una deficiencia de isoenzimas Hex A y Hex B (va-
riante 0) conocida como enfermedad de Sandhoff, o mutaciones del
gen que codifica el activador proteico GM2 necesario para la degra-
dación del gangliósido GM2 y presentando actividades normales de
las isoenzimas Hex A y Hex B (variante AB).
Los análisis enzimáticos son ampliamente utilizados para el diag-
nóstico bioquímico de pacientes homocigotos y la detección de por-
tadores heterocigotos de las variantes A y 0 de gangliosidosis GM2,
siendo más difícil el diagnóstico bioquímico de la variante AB. La de-
terminación de la Ea aparente permite la evaluacion simple y preci-
sa de la heterogenidad isoenzimática de la Hex en lisados de plaque-
tas, leucocitos totales, y poblaciones de leucocitos mononucleares y
polimorfonucleares (25, 26), constituyendo una alternativa válida a
los métodos clásicos de inactivación térmica de la Hex A, la utiliza-
ción conjunta de los substratos florogénicos neutro y sulfatado (espe-
cífico para Hex A), e incluso a las técnicas separativas electroforéti-
cas o cromatográficas. El uso de lisados de leucocitos totales no parece
introducir un aumento significativo de la variabilidad interindividual
de la proporción relativa de isoenzima Hex A, con respecto a la obte-
nida en lisados de poblaciones celulares homogéneas (plaquetas, leu-
cocitos mononuclares, o leucocitos polimorfonucleares), siendo esta
variable la más utilizada para el diagnóstico bioquímico de pacientes
homocigotos y detección de portadores heterocigotos para la enfer-
medad de Tay-Sachs (26).
La enfermedad de Tay-Sachs presenta dos variantes enzimológica-
mente diferentes, la variante B clásica con ausencia de isoenzima Hex
A, y la variante B1 con presencia de una isoenzima Hex A mutada in-
activa frente al gangliósido GM2 y substratos artificiales con carga ne-
gativa, debido a una disfuncionalidad catalítica del centro activo de
la subunidad α. Sin embargo esta isoenzima Hex A mutada es apa-
rentemente normal frente a substratos artificiales neutros convencio-
nales, lo que imposibilita la utilización de métodos de inactivación
térmica para el diagnostico bioquímico de la variante B1 (27).
La isoenzima Hex A mutada separada por cromatografía en DEAE-
celulosa del plasma de un paciente homocigoto de gangliosidosis GM2
variante B1 para la mutación R178H (G533➔A, Arg➔ 178His), gene-
ralmente referida como “DN-alelo”, presenta una Ea (71.5 kJ/mol) sig-
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nificativamente mayor que la obtenida para isoenzima Hex A normal
(41.3 kJ/mol) de controles sanos (28). Para la isoenzima Hex A muta-
da, la actividad catalítica sobre el substrato cromogénico utilizado de-
pendería exclusivamente del centro activo de la subunidad β, presen-
tando una Ea análoga a la encontrada para la isoenzima Hex B (73.8
kJ/mol). Los padres del paciente presentaron un valor medio para la
Ea de la isoenzima Hex A de 55.4 kJ/mol (28), sugiriendo la presen-
cia de una mezcla equimolecular de isoenzimas Hex A mutada y nor-
mal en el plasma de los portadores heterocigotos para la mutación
R178H. Estos resultados permitieron la puesta a punto de un proto-
colo para la identificación bioquímica de pacientes homocigotos y
portadores heterocigotos para la variante B1 de gangliosidosis GM2
mediante la estimación de la proporción relativa de isoenzima Hex A
en poblaciones leucocitarias (29).
Los estudios de Sá Miranda y cols. han puesto de manifiesto la
elevada prevalencia de la mutación R178H en Portugal (30-32), y los
resultados obtenidos en Galicia, una región con particulares lazos his-
tóricos con Portugal, apuntan asimismo a una alta prevalencia de esta
mutación (27, 29, 33). En estudios posteriores se han descrito varios
casos de pacientes homocigotos para la mutación R178H en Brasil
(34) e Italia (35). Estos datos confieren un especial interés al estudio
de esta enzimopatía en América Latina.
De forma análoga a otras enzimas lisosómicas, la Hex es sinteti-
zada en forma de precursores de alta masa molecular (Mr ≈ 150 kDa)
catalíticamente activos, que sufren una serie de procesos proteolíticos
y de glucosilación antes de ser internalizadas en los lisosomas donde
se encuentran como formas maduras con menor masa molecular (Mr
≈ 120 kDa); sin embargo, una pequeña proporción de formas enzimá-
ticas precursoras (5-20%) es secretada al medio extracelular. La pro-
teolisis parcial con papaína de la Hex plasmática (formas precurso-
ras) condujo a un aumento de la Ea aparente, debido a un incremento
de la Ea de aproximadamente 3.0 kJ/mol para la isoenzima Hex A, sin
que se modifique el valor de la Ea de Hex B (36). Por otra parte, la
digestión con papaína no modificó de forma significativa la Ea apa-
rente de la Hex en muestras de orina o lisados de leucocitos y plaque-
tas (formas enzimáticas maduras). Estos resultados in vitro no per-
miten concluir que se incremente la Ea de Hex A durante los procesos
de maduración e internalización en los lisosomas. En pacientes con
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distintas nefropatías, presentando normo, micro y macroalbuminuria,
no se encontraron incrementos significativos para la Ea de Hex uri-
naria durante la incubación con papaína. Estos resultados confirman
la hipótesis de que, incluso en pacientes con proteinuria, no pasarían
a la orina formas enzimáticas de origen plasmático, siendo la activi-
dad Hex urinaria exclusivamente de origen renal (36).
Los resultados obtenidos por Hultberg y cols. en modelos experi-
mentales demuestran que los cationes NH4
+ producen una inhibición
en la maduración de los precursores de alta masa molecular de la Hex,
interfiriendo en su transporte a los lisosomas, lo que conduce a una
aumentada de la secreción al medio extracelular de formas enzimáti-
cas recientemente sintetizadas (37, 38). Consecuentemente estos au-
tores especulan sobre el posible efecto del aumento de amonio en la
enfermedad hepática sobre la secreción de Hex al plasma, al tiempo
que una mayor inactivación de la Hex A circulante podría explicar la
aumentada proporción en suero/plasma de Hex B en pacientes con
hepatopatías (37, 38).
En un grupo de pacientes con cirrosis hepática, el estudio de la
composición isoenzimática de la Hex plamática mediante la determi-
nación de la Ea aparente, demostró una elevada correlación de la ac-
tividad catalítica y la proporción relativa de isoenzima Hex B con la
concentración de amonio (39). La incubación de muestras de plasma
durante 50 horas en condiciones fisiológicas de pH y temperatura,
condujo a una inactivación gradual de la Hex sin modificación signi-
ficativa de la Ea aparente en las primeras 7 horas de incubación, in-
dicando que las isoenzimas Hex A y Hex B sufren una inactivación
análoga durante este periodo de tiempo (39). Para tiempos de incu-
bación mayores de 7 horas, se produjo un significativo aumento de la
Ea aparente debido a una mayor inactivación de Hex A, sin embargo
la actividad residual de las isoenzimas Hex A y Hex B nunca presen-
tó una diferencia mayor del 20% (39). Esta diferencia de estabilidad
de las isoenzimas Hex A y Hex B es menor que la descrita en estu-
dios realizados en cultivos celulares (37, 38). En todos los casos, las
proporciones relativas de las isoenzimas Hex A y Hex B calculadas a
partir de la Ea aparente fueron muy concordantes con las obtenidas
por un método de inactivación térmica de la Hex A. Estos resultados
sugieren que la inactivación por envejecimiento de la Hex plasmática
no puede ser explicada en función de la formación de moléculas en-
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zimáticas parcialmente inactivadas con mayores Ea y menores activi-
dades catalíticas específicas. La inactivación de la Hex plasmática pa-
rece ser un proceso de todo o nada, en el que moléculas catalítica-
mente activas coexisten con moléculas totalmente inactivadas. Como
la vida plasmática media de la Hex humana tras ser infundida en la
circulación del ratón es aproximadamente de 2-4 horas (40), y aun-
que estos datos no puedan ser totalmente extrapolados a los pacien-
tes humanos, no parece que la aumentada proporción de isoenzima
Hex B plasmática en la enfermedad hepática se deba a una mayor in-
activación de la Hex A circulante. En cultivos celulares las subunida-
des α y β son sintetizadas en cantidades similares, pero la asociación
ββ (Hex B) se realiza a mayor velocidad (41), cuya secreción al plas-
ma en este casos sería favorecida por las aumentadas concentracio-
nes de amonio.
En la Tabla 1 se hace una síntesis de los datos antes indicados so-
bre la heterogeneidad de las distintas enzimas consideradas, así como
del interés alto medio o bajo del correspondiente estudio de su Ea
aparente.
A modo de conclusión podría señalarse que los estudios termodi-
námicos de heterogeneidad enzimática constituyen una línea de in-
vestigación que de ningún modo puede considerarse agotada, y capaz
de proporcionar futuros resultados de interés bioquímico clínico.
Como ejemplo podría sugerirse dos casos concretos de posible apli-
cabilidad de este tipo de estudios:
La colinesterasa plasmática (pseudocolinesterasa, EC 3.1.1.8) pre-
senta amplia heterogeneidad enzimática, con 7-12 fracciones electro-
foréticas que difieren en su masa molecular y que parecen ser agre-
gados moleculares de una misma unidad básica. De mayor interés son
variantes atípicas (aleloenzimas), caracterizadas por una disminuida
actividad catalítica y afinidad por distintos substratos. El estudio de
la Ea podría contribuir a una mejor caracterización de estas varian-
tes de enzimáticas.
La actividad oxidásica de la ceruloplasmina (ferroxidasa I, EC
1.16.3.1) deriva de la reducción de los átomos de cobre localizados en
el centro activo de su molécula. La disminución de las reservas de co-
bre conduce a un aumento de la proporción relativa de apoceruloplas-
mina desprovista de actividad enzimática, así como otras formas em-
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pobrecidas en cobre y disminuida actividad oxidásica específica en re-
lación a la holoceruloplasmina. La actividad oxidásica especifica de la
ceruloplasmina no es influenciada en adultos por la edad, sexo, anti-
conceptivos orales o procesos inflamatorios, y se ha propuesto como
un indicador sensible del status de cobre (42). La Ea aparente de re-
acciones de oxidación de Fe2+ o distintas aminas aromáticas cataliza-
das por la ceruloplasmina, podría presentar una relación inversa con
la actividad oxidásica específica de la ceruloplasmina circulante, cons-
tituyendo un posible marcador de deficiencia de cobre.
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Tabla 1. Tipo heterogeneidad enzimática e interés estudio energía de activación
Enzima Heterogeneidad Interés Ea
Creatina quinasa 3 isoenzimas (BB, MB, MM), Alto
distintas isoformas,
macroenzimas tipo 1 y 2
α-Amilasa 2 isoenzimas (tipo salivar y pancreático), Bajo*
distintas isoformas,
macroenzimas tipo 1
Lactato 4 isoenzimas (HHHH, HHHM, HHMM, ¿
deshidrogenasa HMMM, MMMM)
Aspartato 2 isoenzimas (mitocondrial y citosólica), Bajo*
aminotransferasa macroenzimas tipo 1
Fosfatasa alcalina 3 isoenzimas (intestinal, placentaria Medio
y hepática/biliar/ósea/renal), distintas 
isoformas, macroenzimas tipo 2
γ-Glutamil distintas isoformas, Medio
transferasa macroenzimas tipo 1 y 2
5´-Nucleotidasa distintas isoformas, Medio
macroenzimas tipo 2
Alanino distintas isoformas, Medio
aminopeptidasa macroenzimas tipo 2
β-N-acetil- 3 isoenzimas (αα, αβ, ββ), Alto
hexosaminidasa distintas isoformas
* En nuesto conocimiento aún no se ha estudiado la posible caracterización de macroenzimas me-
diante la determinación de su Ea aparente.
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